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Popis oznaka, kratica i simbola
 
  masene koncentracija [mg/mL] 
A  apsorbancija 
RF   
V (rs)  volumen reakcijske smjese [mL] 
d  duljina kivete [cm] 
V (e)  volumen uzorka [mL] 
   
U   internacionalna jedinica za mjerenje  
TLL  lipaza iz Thermomyces lanuginosus 
m(u)  masa uzorka (mg) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. UVOD 
 
   1. Uvod 
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P
energije. 
vrsta goriva (Guo i sur., 2015
ze prilagodbe 
rovina za proizvodnju (Lam i sur., 
2010
primjena biokatalizatora (enzima) u proizvodnji biodizela (Fernandez-Lafuente, 2010) 
umjesto  i sur., 2014). 
Upotreba 
dobrih osobina koje biokatalizatori posjeduju npr: pri blagim reakcijskim 
uvjetima pH i temperature  
ntioselektivnost.U
su prije svega relativno mala stabilnost i visoka cijena. 
upotrebe istih u industrijskoj proizvodnji pridaje 
imobiliziranih enzimskih sustava (Yucel i sur., 2014) 
 
Zadatak ovog rada bio je provesti imobilizaciju komercijalnog enzima lipaze iz gljive 
Thermomyces lanuginosus 
fosfatnih pufera. Ujedno,  utjecaj koncentracije blokatora ( -
aktivnosti enzima u filtratima nakon provedene imobilizacije. Eksperimentalni dio rada 
napravljen je u Laborato
Prehrambeno-  
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. TEORIJSKI DIO 
 
2. Teorijski dio 
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2.1. Lipaze
 
Lipaze (triacilglicerolester hidrolaze EC 3.1.1.3) su 
potencijalom za industrijsku primjenu. Kataliziraju reakcije hidrolize triacilglicerola na masne 
kiseline i glicerol, te esterifikacije i transesterifikacije. Ovi enzimi mogu biti izolirani iz 
bakterija, kvasaca i gljiva (Lason i Ogonowski, 2010). 
(Candida rugosa, Rhizopus oryzae, Aspergilus niger) i gljiva (Thermomyces lanuginosus). 
Strukturni prikaz lipaze iz Thermomyces lanuginosus prikazan je na slici 1. 
Lipaze mikrobnog porijekla izolirane su iz mezofilnih (optimalna aktivnost 30-50 C) i 
termofilnih (optimalna aktivnost 60-80 C) mikroorganizama. 
 
provedbe sinteze. 
lipaze 
odvijanje reakcije u pravcu dobivanja visokog prinosa proizvoda. 
Lipaze 
 
-, tri-, i 
monoacil glicerola. Za 
kiselinama  S obzirom na pozicijsku 
se mogu podijeliti u dvije skupine: sn- Sn-1,3 
lipaza hidrolizira primarnu i sekundarnu vezu u molekuli triglicerola. Stehiometrijska 
Candida 
rugosa, Pseudomonas aeruginosa te za pankreasnu lipazu. 
Lipaze kao katalizatori primjenjuju se zbog niza prednosti: blagi reakcijski uvjeti uz manji 
 
Opseg . Primjenjuju se u sintezi biodizela 
(kemijska industrija), za hidrolizu  
2. Teorijski dio 
3 
 
(prehrambena industrij farmaceutskoj industriji, za 
icini. 
 
 
 
Slika 1 Strukturalni prikaz lipaze izolirane iz Thermomyces lanuginosu 
(http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1dt3 [pristupljeno: 16. 8. 2016.])
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2.2. Imobilizacija enzima
 
 topljivog oblika u vodi u netopljivi. 
Prednosti imobilizacije su brojne, 
katalizatora iz reakcijske smjese je jednostavnije, ne dolazi do kontaminacije 
produkta 
 ta iz reakcijske smjese kao i 
aktivnosti 
imobiliziranog enzima. 
, 
nedostatke  gubitak aktivnost enzima 
 i ostalih komponenti reakcijskog sustava te visoka cijena 
 
: 
 imobilizaciju enzima uklapanjem u gel, 
 imobilizaciju enzima inkapsuliranjem, 
 imobilizaciju , i 
 imobilizaciju o vezivanje i 
apsorpcija)  
 
Imoblizacija enzima uklapanjem u gel - tijekom uklapanja biokatalizatora u strukturu 
gela ne dolazi do stvaranja kemijske i fizika
enzim uklapa u strukturu gela. P
 
diskova, vlakana, membrana, filmova i kuglica. Nekoliko je prednosti ove metode: 
difuzijom, nestabilnost gela u organskim otapalima, prevelike dimenzije pora gela , 
iju cijelih stanica nego enzima 
(Cao, 2000). 
2. Teorijski dio 
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Imobilizacija enzima inkapsuliranjem 
enzima, 
Celuloza nitrat, najlon i eritrociti mogu se koristiti 
pucanje membrane i smanjena stabilnost enzima. 
 
  
. 
Kemijsku metodu karakterizira stvaranje kovalentne molekula. Da bi se 
-
flokulanti se koriste: poliamini i polistiren sulfonati. Imob
se ne koristi kao samostalna metoda nego u kombinaciji s nekom drugom metodom 
imobilizacije. 
 
Imobilizacija enzima kovalentnim vezivanjem  
 
gubitak enzimske aktivnosti za oko 20%. Za provedbu kovalentne imobilizacije bitno 
kturi ovisiti 
 
 
 niska cijena, 
 inertnost, 
  te 
 poroznost. 
2. Teorijski dio 
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, koji su zbog svojih 
 
 
Imobilizacija enzima apsorpcijom  ova metoda prvi put je primijenjena 1916 god. 
kada su znanstvenici Nillson i Griffin imobilizirali enzim invertazu na drveni ugljen. 
P
ne dolazi do kemijske  acije su: 
kontaminaciju produkta enzimom (Cao, 2006). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. EKSPERIMENTALNI DIO 
 
3. Eksperimentalni dio 
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3.1. Zadatak
 
Zadatak ovog rada bio je provesti imobilizaciju lipaze iz gljive Thermomyces 
lanuginosus 
fosfatnih pufera (0,01, 0,1 i 1 M). Ujedno je ispitan i utjecaj koncentracije blokatora ( -
imobil
proteina i zaostale aktivnosti enzima u filtratima nakon provedene imobilizacije. 
 
3.2. Materijali 
 
3.2.1. Aparatura i kemikalije 
 
Tijekom eksperimentalnog dijela rada za i
su e aparatura i kemikalije: orbitalna tresilica 
(Enviromental Shaker  Incubator, ES-20, Biosan), vodena kupelj s tresilicom (JUBALO SW 
metar (Hanna Instruments, HI 2211 
pH/ORP Metarr), kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4; Alkalod Skopje), kalijev dihidrogenfosfat 
(KH2PO4; Alkaloid Skopje), Tris baza (ACROS Organics, SAD), kloroform (Carlo-Erba Reagents, 
Zagreb), 2-propanol (Alkaloid, Skopje), Eupergit CM 
(Sigma Aldich, SAD), lipaza iz Thermomyces lanuginosus (Sigma Aldrich, SAD), p - nitorfenil 
acetat (Acros Organics), p  nitrofenol (Sigma Aldrich, SAD),   merkaptoetanol (Sigma 
Aldrich, SAD), Bradford  i arapska guma (Acros Organics). 
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3.2.2. Priprema otopina
 
Priprema otopine fosfatnog pufera  
fosfatnog pufera prema podacima iz tablice 1. Vrijednost pH otopina fosfatnog pufera, koja 
 
Tablica 1. Odvage K2HPO4 i KH2PO4 za pripremu 0,01, 0,1 i 1 M fosfatnog pufera 
Koncentracije fosfatnog pufera, 
pH 7,5 (mol/dm3) 
K2HPO4 (g) na 100 mL KH2PO4 (g) na 25 mL 
0,01 0,174 0,034 
0,1 1,74 0,34 
1 17,4 3,4 
 
Priprema otopine Tris-HCl otopine pufera  za pripremu 50 mM otopine Tris-HCl pufera 
 
 
Priprema otopine -merkaptoetanola  za pripremu otopine -merkaptoetanola volumena 
10 mL i 0,2, 0,1 i 
 
 
Priprema Marmur otopine  
izoamilni alkohol u volumnom 
(Palacios i sur., 2013). 
 
Priprema otopine lipaze za imobilizaciju - otopina lipaze za imobilizaciju pripravljena je od 1 
mL  otopine lipaze komercijano dobavljene i 2 mL otopine fosfatnog pufera 
3. Eksperimentalni dio 
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postavljanja imobilizacije. 
 
3.3. Imobilizacija lipaze iz Thermomyces lanuginosus 
 
Imobilizacija lipaze iz T. lanuginosus 
orbitalnoj tresilici (120 o/min) prikazanoj na slici 2. Postupak imobilizacije prikazan je blok 
dijagramom na slici 3. 
 
 
 
Slika 2 Orbitalna tresilica Enviromental Shaker  Incubator ES-20, Biosan 
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Slika 3 Postupak provedbe imobilizacije lipaze iz T. lanuginosus  
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koncentracije (1 mL  
2 i 24 
s kovalentno vezanom lipazom ispran dva puta sa po 10 mL fosfatnog pufera 
 
-
merkaptoetanola u svrhu blokade zaostalih slobodnih epoksi skupina na koje se nije vezala 
lipaza tijekom procesa imobilizacije. Blokiranje slobodnih 
provedeno je tijekom 4 sata na + 
vakuum filtracijom tijekom koje je Eupergit CM s kovalentno vezanom lipazom ispran s 20 
mL fosfatnog pufera odgovaraju e koncentracije. Aktivnost lipaze vezane za Eupergit CM 
odre ena je end-point testom. 
 
 
 
Koncentracija proteina u otopini lipaze i u filtratima nakon provedene 
vezanju anionskog oblika boje Coomassie Briliant Blue G-
i do stvaranja kompleksa protein: boja, koji u kiselom 
 otopine lipaze u puferu 
2 mL Bradford reagensa. Nakon razvijanja 
boje na sobnoj temperaturi, po isteku 5 min, mjerena je apsorbancija uzorka na 595 nm uz 
slijepu probu koja se s
Bradford reagensa. 
Postupak mjerenja proveden je u tri paralele. Koncentracija proteina u filtratima 
ano 2 
mL Bradford reagensa te je nakon 5 minuta, apsorbancija uzorka mjerena pri 595 nm uz 
3. Eksperimentalni dio 
12 
 
slijepu probu.
slici 4. 
 
 
 
Slika 4 Spektrofotometar -  
 
3.3.2. Thermomyces lanuginosus 
 
Enzimska aktivnost lipaze u  otopini enzima, filtratima nakon imobilizacije, te 
-point testom (test fiksnog vremena) uz 
supstrat p-nitrofenil acetat (Palacios i sur., 2013). Apsorbancija supernatanta mjerena je na 
410 nm. Molarni apsorpc p-
internacionalnim jedinicama za mjerenje 
aktivnosti enzima dinica definirana kao ona koja 
razgradi 1 mol p-nitrofenol acetata za 1 minutu. Postupak mjerenja proveden je u tri 
paralele. Sastav testa prikazan je u tablicama 2 (po  otopina lipaze i filtrat) i 3 (Eupergit 
CM). 
  
3. Eksperimentalni dio 
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Tablica 2. T. 
Lanuginosus u polaznoj otopini lipaze i filtratu zaostalom nakon imobilizacije 
Reagensi Glavna proba Slijepa proba 
Tris  HCl (pH 8) 
+ 
0,1 g arapske gume 
3,5 mL 3,6 mL 
Supstrat (pNp-acetat)   
Predinkubacija  
Enzim/filtrat  / 
Inkubacija 5 min na  
Marmur otopina 1,5 mL 1,5 mL 
Centrifugiranje  
 
Tablica 3. T. 
Lanuginosus  
Reagensi Glavna proba Slijepa proba 
Imob. enzim 1 mg / 
Tris  HCl (pH 8) 
+ 
0,1 g arapske gume 
3,5 mL 3,6 mL 
Predinkubacija 5  
Supstrat (pNp-acetat)   
Inkubacija 5 min na  
Marmurna otopina 1,5 mL 1,5 mL 
Centrifugiranje 5000 o/min na  
 
Vrijednosti aktivnosti enzima lipaze iz Thermomyces lanuginosus u filtratu i vezane na 
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gdje je:  
A  apsorbancija 
RF   
V(rs)  volumen reakcijske smjese [mL] 
d  duljina kivete [cm] 
V(e)  volumen uzorka [mL] 
   
m (u)  masa uzorka (mg) 
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4. Rezultati i rasprava 
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4.1. O e koncentracije proteina metodom po Bradfordici
 
Koncentracija proteina u  otopini lipaze i u filtratima nakon imobilizacije 
oj otopini lipaze 
iznosila je 
lipaze dodane na 500  
nakon imobilizacije. Udio proteina v - tku kao odnos mase 
proteina vezane na Eupergit CM i mase proteina u polaznoj otopini za imobilizaciju. 
Rezultati su prikazani na slikama 5 i 6 kao 
 
 
 
Slika 5 Udio vezanih proteina na Eupergit CM u ovisnosti o koncentraciji fosfatnog 
pufera nakon 12 sati imobilizacije 
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Slika 6 Udio vezanih proteina na Eupergit CM u ovisnosti o koncentraciji fosfatnog 
pufera nakon 24 sata imobilizacije 
 
Iz slika 5 i 6 
nakon 24 sata inkubacije u 1 
 M fosfatnog pufera i 
rezul
Thermomyces lanuginosus na Eupergit CM. 
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4.2. O e aktivnosti lipaze iz Thermomyces lanuginosus end-point 
testom 
 
Aktivnost lipaze iz T. lanuginosus -point testom u polaznoj otopini, 
filtratima i kovalentno vezanoj na Eupergit CM. Aktivnost enzima u polaznoj otopini lipaze 
 
Obz uz 1 M fosfatni pufer (slike 5 i 6) blokiranje 
slobodnih epoksi skupina na Eupergitu CM provedeno je standardnim postupkom s 0,2 M -
merkaptoetanolom. Rezultati su prikazani na slici 7 gdje je prikazana aktivnosti kovalentno 
vezane lipaze iz T. lanuginosus na Eupergit CM na temelju razlike aktivnosti lipaze 
 i 24 sata u 
zaostalim filtratima. 
 
 
Slika 7 Aktivnost vezane lip  u 1 M fosfatnom 
puferu 
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Na slici 8 prikazana je aktivnosti kovalentno vezane lipaze iz T. lanuginosus na 
-point testom nakon provedene imobilizacije u 
1 
0,2 M -merkaptoetanolom. 
 
 
Slika 8 Aktivnost vezane lipaze na Eupergit CM  u 1 M 
fosfatnom puferu 
 
Usporedbom slika 7 i 8 vidljivo je kako -
smanjenje aktivnosti vezane lipaze na Eupergit CM s obzirom da su eksperimentalne 
 
koncentracija -merkaptoetanola na aktivnost vezane lipaze. 
Primjenom -merkaptoetanola koncentracija 0,05 i 0,1 M za blokiranje zaostalih 
slici 9. 
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Slika 9 Aktivnost vezane lipaze na Eupergit CM u ovisnosti koncentraciji -
 
 
Na slici 9 - aktivnost 
vezane lipaze iz T. lanuginosus  merkaptoetanola 
 M -merkaptoetanola primjenjenog za blokiranje zaostalih 
slobodnih epoksi skupina n  
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Na temelju rezultata nakon provedene imobilizacije lipaze iz gljive Thermomyces lanuginosus
fosfatnog pufera (0,01, 0,1 i 1 M) i -
 
 
 
 kovalentnim 
vezanjem lipaze iz Thermomyces lanuginosus  
3. Aktivnost kovalentno vezane lipaze iz Thermomyces lanuginosus 
 
-
merkaptoetanol. 
-merkaptoetanola za blokiranje zaostalih slobodnih epoksi 
 lipaze iz 
Thermomyces lanuginosus. 
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